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RESUMO

Dois compostos da classe nitrofenil-1,4-diidropiridina (1 e 2), um da classe
das quinonas - a p-lapachona (3) e uma diazoquinona derivada da B-lapachona, (4),
foram analisados eletroquimicamente. Para as nitrofenil-1,4-diidropiridinas foram
utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada, em
meio aprotico (DMF + TBAP 0,1 mol/L) e prético (tampéo fosfato, pH 6,9), em Hg e
carbono vitreo. Ja a B-lapachona e seu diazoderivado foram estudados em meio
prético e aprético, com o uso, como eletrodo de trabalho, de carbono vitreo.

A reducéao das nitrofenil-1,4-diidropiridinas substituidas, em meio prético tanto
em eletrodo de Hg como em carbono vitreo, seguiu padrdo de comportamento
eletroquimico tipico de nitrocomposto aromatico, representado por uma onda intensa
de natureza irreversivel, indicativa de um processo de reducdo de 4e/4H*, com
formagdo de derivados hidroxilaminicos de diferentes estabilidades. Ja em meio
aprotico, os voltamogramas ciclicos evidenciaram, para a primeira delas (1), uma
onda monoeletronica, de carater quase reversivel correspondendo a geragao do
anion-radical nitro e uma segunda onda irreversivel apresentando mecanismo
complexo, com formacéo de intermediarios reduzidos reativos. A substancia com
grupamento acido na molécula (-COOH) apresentou reagao quimica acoplada apos
a primeira transferéncia eletrénica, em mecanismo tipico de auto-protonagao.

O comportamento eletroquimico da B-lapachona, em meio aprético, mostrou-
se similar ao de o-quinonas padrao, representado por duas ondas monoeletronicas,
uma de natureza reversivel e outra quase-reversivel. O diazo derivado da -
lapachona (4) apresentou comportamento diferente, com uma unica onda de
reducdo, sem correspondente anddica. O mecanismo de reducio corresponde a um
processo EC, onde a captura monoeletrénica irreversivel ocorre no grupo diazo e a
reagao quimica acoplada envolve a perda unimolecular do N2, com geragao do anion
radical carbeno intermediario, que apos protonagdes sucessivas produz o derivado
fendlico (5), majoritariamente. O voltamograma ciclico em meio proético (tampé&o
fosfato pH 6,9) de 4 apresentou uma unica onda de redugdo sem contrapartida
anddica em potencial de -0,419 V. O composto 4 nao apresentou atividade

antibacteriana.
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ABSTRACT

Two compounds of the class nitrophenyl-1,4-dihydropyridines (1 and 2), one
from the quinone class - the B-lapachone (3) and one diazoquinone (4), the B-
lapachone-derivative were analyzed by electrochemical methods. For the 1,4-
dihydropyridines, the techniques used were cyclic voltammetry and square wave
voltammetry, in aprotic (DMF + TBAP) and protic media (phosphate buffer, pH 6.9),
on Hg and vitreous carbon electrodes. B-lapachone and its diazoderivative were
studied in aprotic and protic media, using vitreous carbon as the working electrode.

The reduction of the substituted nitrophenyl-1,4-dihydropyridines in protic
medium, on both Hg and vitreous carbon electrodes showed electrochemical
behavior typical of nitroaromatics, represented by one intense irreversible wave
indicative of a 4e/4H" reduction process, with formation of the correspondent
hydroxylamines, that showed different degrees of stability. In aprotic medium, the
cyclic voltammograms showed, for 1, a first one-electron reversible wave
corresponding to the generation of the nitro anion-radical, and a second irreversible
wave that presented a complex mechanism, with the formation of reactive reduced
intermediates. The acid (-COOH) derived nitrophenyldihydropyridine showed a more
complex electrochemical feature, representative of an EC mechanism, with evidence
of self-protonation.

The electrochemical behavior of B-lapachone, in aprotic medium, was similar
to the one of typical o-quinones and was represented by two one-electron waves,
with reversible and quasi-reversible nature. However, the diazo derivative showed a
different behavior, with only one reduction wave, without the anodic counterpart. The
reduction mechanism corresponds to an EC process, with the irreversible electron
transfer occurring at the diazo group, followed by a chemical reaction that involves
the unimolecular loss of N2, generating the carbene anion radical. After successive
protonations, the phenolic derivative (5) was obtained, as the main reduction product.
The cyclic voltammogram reduction of the diazo derivative in protic medium
(phosphate buffer, pH 6.9) showed only one wave without the anodic counterpart in
potential of —-0.419 V, differently from what is observed for o-quinones. Compound 4

didn’t show antibacterial activity.
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I. INTRODUGAO GERAL

Doencas tropicais endémicas como a malaria, a esquistossomose e a doencga de
Chagas, correspondem a cerca de 10% das doengas globais. Todos os anos, 14
milhdes de pessoas morrem de infecgbes trataveis e doencas parasitarias,
totalizando um quarto de todas as mortes no mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, tornando-se um dos mais sérios problemas de saude publica

(http://www.jornalexpress.com.br/noticias/detalhes.php?id jornal=8298&id noticia=8

22, acesso em 2003; http://www2.uol.com.br/cienciahoje/chdia/n731.html, acesso em
2003).

Em 1998, foram registrados 930 mil ébitos no Brasil. Desse total, as doencgas

cardiovasculares foram responsaveis por 27%. A hipertensao arterial € um dos mais
importantes fatores de risco para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares,
sendo responsavel por 40% das mortes por acidente vascular encefalico e por 25%
daquelas por doenga arterial coronaria. O objetivo primordial do tratamento da
hipertensao arterial é a redugao da morbidade e da mortalidade cardiovasculares do
paciente hipertenso onde s&o utilizadas tanto medidas n&o-medicamentosas
isoladas como associadas a farmacos anti-hipertensivos. Os medicamentos podem
ser os diuréticos, os beta-bloqueadores, inibidores da enzima conversora da
angiotensina e bloqueadores dos canais de célcio
(http://departamentos.cardiol.br/dha/publicacoes, acesso em 2003).

A acao anti-hipertensiva dos bloqueadores dos canais de calcio decorre da
reducdo da resisténcia vascular periférica por diminuicdo da concentragao de calcio
nas células musculares lisas vasculares. A familia das 1,4-diidropiridinas &
responsavel por esta agdo antagonista dos ions calcio causando a vasodilatagao
(ALVAREZ-LUEJE et al, 2002).

Quinonas e nitrocompostos aromaticos sao constantemente utilizados em
quimioterapia de doencgas tropicais, cancer e doencas cardiovasculares (Figura 1).

Suas propriedades de oxi-reducdo e as caracteristicas dos pares Q/Q*
(quinona/semiquinona), ArNOZ/ArN02: podem ser essenciais para esse efeito. Sdo

cicladores redox. Sua atividade citotoxica esta ligada, principalmente, ao fato de
provocarem o estresse oxidativo ou em condi¢gdes de hipdxia, serem alquilantes do
DNA (de ABREU et al, 2002a).
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Nifedipina (anti-hipertensivo) Benzonidazol (Mal de Chagas)

Mitomicina C (antitumoral) Adriamicina (antitumoral)

Figura 1: Alguns nitrocompostos e quinonas de interesse biologico.

As propriedades eletroquimicas de algumas biomoléculas fornecem
informagdes, tais como caracteristicas energética e mecanistica, que podem,
eventualmente, ser relacionadas as agdes biolégicas. Os potenciais de reducgéo
podem ser uteis no esclarecimento do modo de agcdo de farmacos e toxinas (de
ABREU et al, 2002a).

Muitos dos processos bioldgicos mais importantes baseiam-se em reagdes de
oxi-reduc¢ao envolvendo catalisadores enzimaticos. Em um desses processos, onde
o papel da eletroquimica é relevante, ocorre a Transferéncia Eletronica, seguida do

Estresse Oxidativo (TE-EQO), isto €, apds TE (transferéncia eletrénica), ha geragao
de espécies oxigenadas toxicas ou reativas (EOR) (02:, H202, HO®), que podem

causar danos as células infectadas ou doentes. Esta teoria permite unificar e
explicar, em termos de mecanismos de agao bio-farmacolégica, uma diversidade de
atividades bioldgicas, auxiliando, portanto, no planejamento de agentes tumorais e
antiinfecciosos, assim como na compreensao de mecanismos de outras classes de
farmacos ou compostos biologicamente ativos como toxinas, enzimas e horménios
(KOVACIC et al, 2000).
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Técnicas eletroquimicas variadas, principalmente a voltametria ciclica, uma
das mais utilizadas, permitem obter uma quantidade extraordinaria de informagdes
sobre reagdes de transferéncia eletrénica, inclusive bioldgica (KAUFFMANN; VIRE,
1993).

Os métodos eletroanaliticos fornecem relagdes entre quantidades fisico-
quimicas basicas: o potencial eletroquimico E, a corrente | e o tempo t, com
obtencdo de informacgdes uteis na correlagdo entre estruturas e propriedades
dindmicas das moléculas investigadas. Este é o passo mais importante de uma
investigacado eletroanalitica. Os potenciais de redugdo quantificam a energética
deste tipo de reagdo. Os parametros normalmente empregados s&o E° ou Ereqox (EpC
+ Epa)/2 (para sistemas reversiveis) ou Epc-Epcy, (para sistemas irreversiveis ou
sem onda anddica definida), a funcdo corrente (Ip/(v% x c) e Ipa/lpc). O valor E';
[potencial de primeira onda, em pH préximo ao fisiolégico, vs Eletrodo Normal de
Hidrogénio (ENH)] é considerado um dos fatores que mais influencia as atividades
bioldgicas/farmacoldgicas de farmacos e pro-farmacos. Quanto mais positivos
aqueles valores, mais facil o processo de redugdo (oxidante mais poderoso, maior a
afinidade eletrénica). Outras técnicas, como voltametria de onda quadrada,
voltametria de pulso diferencial, entre outras, fornecem informacdes adicionais e

contribuem para o estabelecimento de mecanismo eletrédico (de ABREU, 2002a).
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I.1. Agentes antibibticos

Os antibidticos sdo substancias de origem bioldégica hemi-sintética ou
sintética, que inibem o crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos. Exemplos
incluem: as penicilinas (6) e as tetraciclinas (7). Eles estdo entre os medicamentos
mais freqlentemente prescritos, embora a resisténcia microbiana devida a
processos evolutivos e uso abusivo, ameacem sua eficacia (WILLIAMS; LEMKE,
2002).

[
o OH O OH O o

(6) (7)

Varias espécies vegetais com propriedades antimicrobianas encontram-se
sob reinvestigacdo, mediante a avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos,
Oleos essenciais e de substancias obtidas de espécies vegetais contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e espécies fungicas. Quanto ao potencial
antibiético, destaca-se a planta Berberis freemontii, da qual se obtém a berberina (8),
originada da América do Norte, com potente atividade antibacteriana contra uma
cepa resistente de Staphylococcus aureus (BRESOLIN; CECHINEL, 2003). O
lapachol (9), uma naftoquinona isolada de Tabebuia heptaphylla (ipé-roxo), além de
sua atividade anti-tumoral, apresenta excelente atividade de inibicdo contra bactérias
(GUIRAUD et al.,, 1994). A B-lapachona (3), facilmente obtida do lapachol (9)
(HOOKER, 1936) também apresenta inumeras agdes farmacolégicas, incluindo agao
antibacteriana (GUIRAUD et al, 1994; OLIVEIRA et al, 2001; CARVALHO et al,
2002; KRISHNAN; BASTOW, 2000; DOCAMPO et al, 1977).
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(8) 9)

Considerando que o primeiro agente microbiano verdadeiramente efetivo data
de 1930 e que os primeiros antibidticos entraram em uso a partir de 1940, é
surpreendente a evolugado nessa area. Entretanto, doengas que pareciam extintas,
tais como a tuberculose e a gonorréia estdo se tornando problemas de saude
publica principalmente por causa de mudancas de habito da sociedade e
aparecimento de resisténcia dos patdégenos (WILLIAMS; LEMKE, 2002). Dai, a
importancia da busca de novos agentes de ag&o antimicrobiana que conduzam a um
espectro antimicrobiano mais amplo, com maior poténcia, menor toxicidade e

administracao mais conveniente.
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I.2. Sobre as nitrofenil-1,4-diidropiridinas

Antagonistas do canal de calcio, como nifedipina (10), nitrendipina (11),
nisoldipina (12) e compostos relacionados, compdéem uma das mais importantes
classes de farmacos cardiacos usados em hipertensdo (KOVACIC et al, 1990). Essa
classe de compostos apresenta grupos quimicos heterogéneos com diferentes sitios
moleculares de agao e diversos perfis farmacolégico e clinico, embora compartilhe a
propriedade comum de bloquear a entrada do ion calcio nas células (NUNEZ-
VERGARA et al, 1996).

NO,
NO,

H;COO0C COOCH3; H;CH,COO0C COOCH;
HsC T CH; H5C T CH;
H H
(10) (11)
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H
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A familia das diidropiridinas (1,4-DHP) €& representada pelo grupo 1,4-
diidropiridina, sendo o farmacdéforo dessa classe, o0 nucleo heterociclico
pentassubstituido. Normalmente, esses substituintes incluem um anel lipofilico na
posicao 4, pequenos grupos alquilicos nas posi¢cdes 2 e 6 e fungdes éster com
cadeias de tamanhos variaveis nas posicdes 3 e 5 (LOPEZ-ALARCON et al, 2003;
ALVAREZ-LUEJE et al, 2002).
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Embora o modo preciso de agado desta classe de compostos seja
desconhecido, parametros eletroquimicos foram medidos na tentativa de buscar
informacgdes uteis para a elucidagdo do mecanismo de agao biolégico-farmacoldgica
(KOVACIC et al, 1990).

A presencga do grupo nitro arila na estrutura das 1,4-DHP nao é essencial para
a atividade farmacoldgica, mas sua presenca confere a esses compostos, relevantes
caracteristicas eletronica e toxicologica (STURM et al, 2001).

O comportamento eletroquimico das nitrofenil-1,4-diidropiridinas encontra-se
sob constante investigacdo. Essas moléculas contém dois diferentes centros redox:
um grupo nitro capaz de sofrer eletrorredugcdo e o grupo diidropiridina passivel de
oxidagao. Alguns estudos sao relacionados a eletroxidagao da parte diidropiridinica
da molécula, mas o maior interesse reside na eletrorredu¢do do grupo nitroaromatico
(STURM et al, 2001; SQUELLA et al, 1997).

O grupo funcional nitro sofre facilmente reducdo em solventes proéticos e
aproticos. A eletrorredugdo dos nitroaromaticos em sistemas aproticos recebe
consideravel atencdo devido a formacéo de anions radicais estaveis. Em solventes
aproticos, este grupo é reduzido reversivelmente em duas etapas, a primeira para o
anion radical e a segunda em potencial mais negativo para o dianion (LUND;
BAIZER, 1990), que sofre redugbes posteriores, irreversiveis em potenciais mais
negativos. Em solventes como dimetilformamida (DMF) e a acetonitrila, a segunda
onda de reducao apresenta natureza irreversivel devido ou protonagao pelo solvente
elou eletrélito de suporte (STURM et al, 2001; NUNEZ-VERGARA et al, 1993;
SMITH; BARD, 1975) (Figura 2). Em meio aquoso, o grupo nitro pode ser reduzido a
hidroxilamina ou amina, com captura de quatro ou seis elétrons, respectivamente
(Figura 3). Devido a instabilidade dos produtos formados, outros intermediarios
podem ser gerados como azoxi, azo e outros (Figura 4). Em solugao alcalina ou
neutra, apenas o processo de quatro elétrons ocorre, tendo como produto final a
hidroxilamina substituida (FRY, 1988; MANN; BARNES, 1974).

RNO, + € z=—> RNO;
RNOz 4+ 3¢"+ 4H*—> RNHOH +H,0
RNHOH =—= RNO + 2¢" + 2H"

Figura 2: Esquema das etapas de reduc¢ao e oxidagao de nitrocompostos em meio
aprotico (LUND; BAIZER, 1990).
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RNO, + H* —& » RNO,H’
RNO,H + H* —€ » H,0 + RNO
RNO + H' — € » RNOH
RNOH + H* _€ . RNHOH
RNHOH + 2H' _€ . 40 + RNH,

RNH,, —€ » RNH,

Figura 3: Esquema de reduc¢ao eletroquimica de nitroaromaticos em presenca de
prétons (LUND; BAIZER, 1990).

2e-, 2 HY,-H,O
RNHOH 5 RNH,
hidroxilamina amina
- H,O|RNO l RNO
X
+2e-+2H*
RN=NR RN=NR + HO
azoxi azo
+2e-
+2H*
RNHNHR

Figura 4: Esquema de obtenc¢ao de possiveis produtos reacionais apés redugao de
nitrocompostos aromaticos em meios protico e aprético, com evidéncia de formagao
de compostos azoxi, azo e hidrazo. Adaptagao (TOCHER, 1997).

O comportamento eletroquimico dos nitrocompostos é também influenciado
pelos efeitos indutivo, de ressonancia e pelas reagdes intramoleculares de
intermediarios eletrogerados com substituintes presentes na molécula. A redugéo de
um nitroaromatico é facilitada e retardada pela presencga de grupos eletroatraentes e
eletrodoadores, respectivamente (FRY, 1988).

A reducédo eletroquimica de 4-nitrofenil-1,4-diidropiridinas substituidas
encontra-se em estudo tanto em meio aquoso, quanto ndo-aquoso. Dos estudos
realizados por SQUELLA e colaboradores (1997), concluiu-se que a redugao destes
compostos é dependente da natureza do meio e que a redugao eletroquimica dessa
classe de compostos, entre eles, a nifedipina e a nitrendipina, em meio prético,
segue o padrdo geral dos compostos nitroaromaticos envolvendo quatro elétrons,

em uma unica etapa, produzindo o derivado hidroxilaminico. Entretanto, a redugao
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em meio misto aquoso-DMF dependente da concentragdo do solvente organico
resulta na geracédo dos produtos de redugcédo de um elétron, o anion radical nitro. Ja,
em meio totalmente aprético, podem ser obtidos radicais livres de nitro e
nitrosobenzeno.

Como os derivados 1,4-DHP sofrem rapida metabolizacdo oxidativa pelas
enzimas citocromo P 450 dando origem a analogos piridinicos que sao
farmacologicamente inativos, o estudo do processo de oxidagdo, também atrai a
atencdo de pesquisadores (LOPEZ-ALARCON et al, 2003). O primeiro estagio da
eletroxidagao das 1,4-DHP, em solvente ndo-aquoso, consiste na remocido de um
elétron da molécula de partida com formagao do cation radical. Esse cation radical
sofre desprotonacdo em alta velocidade formando um radical neutro, que sofre
oxidagao adicional (em potencial igual ou menor que o primeiro estagio), para
produzir cations piridinicos, que, a seguir, sofrem desprotonag¢do, para formar o
derivado piridinico. A degradacao do produto primario, cation radical, parece ser o
estagio principal do processo de oxidacdo (LOPEZ-ALARCON et al, 2003; HURVOIS
et al, 1993) (Figura 5).

Figura 5: Esquema mecanistico sugerido para a oxidagao de 1,4-diidropiridinas
(HURVOIS et al, 1993).
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1.3. Sobre a B-lapachona e seu diazo derivado

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabdlitos de
distribuicdo natural. Na natureza, estdo envolvidas em etapas importantes do ciclo
de vida de seres vivos, principalmente nos niveis da cadeia respiratoria. Em estudos
farmacoldgicos, as quinonas mostram variadas biodinamicidades, destacando-se,
entre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas,
antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores (da SILVA et al, 2003).

Quinonas podem ser enzimaticamente reduzidas pela transferéncia de um
elétron, ou de dois elétrons (DT-diaforase), resultando na formacgdo da semiquinona
e da hidroquinona, respectivamente. A semiquinona podera ser tdxica se reagir com
oxigénio molecular, formando o anion-radical superoxido (Figura 6). Havendo um
mecanismo eficiente para a reconversao da quinona a semiquinona, em presencga de
oxigénio, ocorrera um ciclo redox. O resultado deste ciclo redox €& o estresse

oxidativo (Figura 6) (MONKS et al, 1992), onde a espécie mais importante é o OH®,

[l Q + NADH + H¥* — » QHo + NAD?
2] QHp + O —  » QH* + HOy*
[3]  HOy H* + O2°

+
Bl 02 4+ HO2 ——» HO® + HO™ + O
[6] catalase 2H20 + O2

2H20p ="y

Figura 6: Atuacao de quinonas na geracao de EOR e destoxificagdao, pelo emprego de
catalase e superéxido-dismutase (S.0.D).

A B-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto [1,2-b] pirano-5,6-diona) (3) é
uma orto-naftoquinona de ocorréncia natural que pode ser facilmente obtida do
Lapachol (9), uma quinona presente em planta nativa da América do Sul (Tabebuia
avellanedae) (DOCAMPO et al, 1977). Ela apresenta inumeras agdes
farmacoldgicas tais como antibacteriana, antifungica, tripanossomicida, inibidora do

crescimento de células tumorais, indutora de alteragcdes cromossomais e da redugao
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da replicacao de HIV-1, entre outras atividades. Estudos também a apontam como
um novo inibidor de topoisomerase (CARVALHO et al, 2002; KRISHNAN; BASTOW,
2000; BAILLY, 2000; FRYDMAN et al, 1997; LI et al, 1993). A B-lapachona é
intensamente investigada em quimioterapia do céancer. Testes em seres humanos ou
clinicos ndo foram ainda realizados, mas se encontram em planejamento, uma vez
que a mesma apresenta um perfil toxicolégico favoravel (PARDEE et al, 2002).

O mecanismo de agao farmacoldgica da B-lapachona permanece indefinido,
apesar de intensa investigagdo. O entendimento desse mecanismo ¢é dificultado, em
parte, pelo reconhecimento de que 3 age sobre multiplos alvos bioldgicos.
Reconhece-se, no entanto, que as atividades tripanossomicida, antibacteriana e
citotoxica da B-lapachona possam ser atribuidas ao mecanismo TE-EO, isto €&, a
formagdo, apds redugado, de espécies oxigenadas reativas (EOR) (Figura 6) que
causam danos celulares, principalmente ao DNA (MISICO; FORZANI, 2003; MOURA
et al, 2001; GOIJMAN; STOPPANI, 1985).

Devido ao amplo ambito de atividades biolégicas associadas a -lapachona, o
estudo de um derivado com modificagdes no grupo orto-quindnico, responsavel pela
caracteristica cicladora redox da molécula, apresenta forte interesse (MISICO;
FORZANI, 2003; CARVALHO et al, 2002).

Os diazo compostos sao substancias que apresentam o grupo com férmula
geral No=CRR’ (R= H, R’= alquila, arila). Sdo considerados reagentes versateis em
quimica de coordenagdo bem como em sintese orgénica uma vez que podem se
ligar a centros metalicos de varias formas ou gerar carbenos mediante perda da
molécula de N, (BERTANI et al, 2002).

A estabilidade dos diazocompostos € influenciada pelos substituintes
presentes. Os diazoalcanos simples, como o diazometano, tendem a ser instaveis
apresentando também natureza téxica e explosiva. Ja os compostos diazo
carbonilicos sao mais estaveis, pois podem ser estabilizados por ressonancia pelos
substituintes eletroatraentes ligados ao carbono (Figura 7). Os diazocompostos séo
rapidamente decompostos por acidos por um mecanismo que envolve protonag¢ao no
carbono seguido pela perda de nitrogénio (CARVALHO et al, 2002). Essa classe de
compostos apresenta varias aplicagdes em quimica medicinal, ja que alguns séo

bioativos, entretanto, outros apresentam atividade carcinogénica (KATO et al, 1992).
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Figura 7: Natureza dipolar do grupo diazo indicando possibilidade de estabilizagao
por ressonancia (MOODY; WHITHAM, 1997).

O método mais utilizado para geragédo de carbenos envolve, usualmente, um
diazo composto, no qual ocorre quebra de ligacdo e formagdo de subprodutos
termodinamicamente estaveis, como o dinitrogénio (MOODY; WHITHAM, 1997)
(Figura 8).

R'\ R!
- ~ o
R/C_N2 Aov hy, R/C. + N,

Figura 8: Geragao de carbenos via decomposi¢cao de diazocomposto (MOODY:;
WHITHAM, 1997).

Os carbenos sao intermediarios eletrodeficientes, tendo o atomo de carbono
apenas seis elétrons em sua camada mais externa. Sao altamente reativos, neutros
e, geralmente, descritos como R,C:. Apresentam-se em dois tipos estruturais
principais: os carbenos ftripletos e os singletos. O primeiro deles apresenta
hibridacdo sp?, com elétrons desemparelhados (visiveis através de REP) em orbitais
p e sp’ e angulos de ligacdo entre 130-150°. O carbeno singleto apresenta
hibridagdo sp?, angulos de ligacdo entre 100-110° e par de elétrons emparelhados
em orbital ndo ligante sp?, mantendo um orbital p vazio (CLAYDEN et al, 2001).

A natureza dos substituintes afeta a reatividade dos carbenos intermediarios.
Em geral, os carbenos sédo altamente eletrofilicos e quanto mais eletroatraente o
substituinte, mais eletrofilico € o carbeno. Entretanto, se o substituinte for fortemente
eletrodoador, tal como o grupo amina, entdo o carbeno apresentara carater
nucleofilico em suas rea¢des (MOODY; WHITHAM, 1997) (Figura 9).
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Figura 9: Diaminocarbenos - nucleofilicos devido ao forte carater eletrodoador dos
substituintes (MOODY; WHITHAM, 1997).

Entre os diazocompostos, as diazoquinonas (13, 14), também chamadas
diazidoquinonas, diazoanidridos e diazo-6xidos apresentam caracteristicas especiais
(BERGMAN; BRIMERT, 1999) e ocupam posicao intermediaria entre seus analogos
aromaticos e alifaticos. Reagem, portanto, como sais de diazbnio (ZOLLINGER,
1973), diazocetonas alifaticas e diazoalquenos, dependendo da estrutura e das
condigdes usadas. Sdo compostos altamente energéticos, usualmente, amarelos e
sao sensiveis ao calor, a luz e aos choques. As diazoquinonas encontram
aplicagdes em diversas areas como matéria prima para explosivos, estabilizadores
em polimeros e outras (BERGMAN; BRIMERT, 1999).

As rotas sintéticas mais importantes envolvem a diazotagéo de anilinas (SUS,
1953) e o tratamento de toluenosulfoidrazonas com bases (RIED; DIETRICH, 1961).
Outras rotas incluem nitrosacdo de fenodis (REGITZ, 1964) e hidroxilagdo de
compostos de diazénio (PIKULIC et al, 1981). A tosil-hidrazida é também um
reagente versatil usado na preparagdo de ésteres a-aril-B-enamino, aldeidos e
aminas aliciclicas. Seu uso na preparacao de diazocompostos € um método classico

€ unico que envolve a transformacao de aldeidos em diazometano.

(0]
N2

N2
13 14

p- e o-Diazoquinonas
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Recentemente, diazoquinonas de ocorréncia natural, produtos de
fermentagcdo microbiana, (15, 16) exibiram atividade antibacteriana contra bactérias
Gram positivas e possivel atividade antitumoral contra células cancerigenas
(LAUFER; DMITRIENKO, 2002; HE et al, 2001). Ha pouca informacéo, no entanto,
sobre o mecanismo molecular das atividades bioldgicas existentes. Dados existentes
sugerem que tais compostos e similares exercem seus efeitos bioldgicos por meio
de mecanismos que envolvem radicais arila. No caso de ions arildiazénio, o ataque
nucleofilico ao nitrogénio terminal do grupo diazénio € uma etapa obrigatdria,
anterior a formacao de radicais pela perda de N, (ZOLLINGER, 1973).

15
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Na reacao de ions arildiazénio com DNA, a formacéo de radicais € precedida
por ataque nucleofilico do grupo C-2 amina de residuos guaninicos e do grupo C-6
amina da adenina para formar triazenos. Esses intermediarios decompdem-se com
perda de N, para formar radicais arila, que combinam com o radical do anel purina,
para formar purinas C-8 ariladas, alterando e provocando a quebra do DNA (McLICK
et al, 1987).

Diazocompostos sado também eletroativos. Segundo GALEN e HAWLEY
(1987), apos reducao de um elétron, ocorre geragdo do anion-radical diazo que,
apos perda unimolecular de Ny, gera o anion-radical carbeno correspondente. Varias
rotas reacionais podem ocorrer com o anion-radical diazo formado, incluindo a
dimerizacao e/ou acoplamento com o material de partida e redugdao a um dianion
instavel (Figura 10) (GALEN; HAWLEY, 1987).
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DM=N, + e'<%_—", DM=Nj
|

DM=N,-—> DM~ + N,

DM- + SH——> DMH- + S’

DM- + HA——> DMH®' + A"
DMH® + DM=N; ___, DMH- + DM=N,

Onde SH = doador de atomo de hidrogénio

HA = doador préton
DM=N, diazo composto

Figura 10: Esquema para a redugao eletrénica de diazo compostos (GALEN; HAWLEY,
1987).

A diazo-B-lapachona (4), sintetizada por Ferreira e colaboradores (2004)
(Figura 11) nao foi ainda estudada do ponto de vista eletroquimico. Investigacoes
eletroquimicas podem fornecer informacgdes Uteis na compreensdo do mecanismo de

acgao bioldgica para diazo derivados.

N
o S0,-STol
p-MePhSO,NHNH, “
MeOH15h + TsSOH +
0
4 Me

HyC  CH,

Figura 11: Preparagdo em uma etapa da diazo-B-lapachona (4).
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I.4. Técnicas Eletroquimicas

Os componentes que constituem um sistema eletroquimico sao basicamente
o solvente, o eletrdlito de suporte (ES), a substancia eletroativa e os eletrodos. A
combinagdo desses varios componentes influi decisivamente no desencadear da
reacao eletroquimica.

A escolha do solvente depende de sua eletroatividade (dominio
eletroquimico), estabilidade e de sua capacidade de solvatagdo em relacdo as
espécies do meio eletrolitico, reduzindo a opg¢ao de solventes organicos, pois, para
dissolver o eletrdlito de suporte (geralmente compostos ibnicos) sdo necessarios
solventes de alta constante dielétrica.

Uma das utilidades do DMF, solvente aprético escolhido, € a sua facilidade
em solvatar anion-radicais e outras espécies basicas intermediarias eletrogeradas. O
DMF é um solvente polar com alta constante dielétrica (¢ = 37). E um bom solvente
para compostos organicos como os percloratos inorganicos e fluoroboratos
organicos. Devido a essas propriedades, o DMF é um solvente muito utilizado em
trabalhos eletroquimicos, entretanto, & susceptivel a hidrélise, formando acido

formico e dimetilamina, que é facilmente oxidavel (LUND, 1990).

1.4.1. Voltametria Ciclica
A voltametria ciclica (VC) € uma das mais utilizadas técnicas eletroquimicas.

Utiliza-se varredura reversa de potencial e o potencial aplicado ao eletrodo é variado
numa velocidade conhecida e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é
revertida ao valor inicial, nessa mesma velocidade. Como resultado dessa
perturbacdo, obtém-se picos, catddicos e/ou anddicos, a depender da varredura
(BRETT; BRETT, 1996; BARD; FAULKNER, 1980) (Figura 12). A feicao do(s) pico(s)

fornece informacdes relevantes para a definicdo do mecanismo eletrddico.
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Resposta obtida: onda reversivel (a) e onda irreversivel (b).

Figura 12: Técnica de voltametria ciclica. Perturbacgao aplicada e resposta obtida.

De posse dos parametros eletroquimicos mais importantes, ou seja, os
potenciais de pico catddico e anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catodico e

anadico (Ipc e Ipa) e os potenciais a meia altura (Ep,,) € possivel analisar o processo

eletrédico ocorrido. A dependéncia do potencial e da corrente com a variacdo da
velocidade de varredura, com a concentragao da substancia eletroativa e a partir da
adicdo de eletrofilos, nucledfilos ou prétons, com analise baseada em testes
diagnosticos, permite obter informagdes importantes como reversibilidade e
irreversibilidade do processo de transferéncia eletrénica, a presenga de reacgdes
quimicas acopladas, adsor¢cdao e fendmenos cataliticos, além de se poder
caracterizar o fendbmeno que controla a corrente de pico (GREEF et al, 1985).

Os testes diagndsticos para a caracterizacdo de um processo reversivel estao
descritos na Figura 13. Geralmente a propria feicdo da onda € indicativa de processo

reversivel: a presenga de um par de picos (catddico e anddico) da mesma altura,
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com potenciais de pico separados por uma distancia de 59/n mV (caso as espécies
oxidadas sejam estaveis). Ja, o espectro eletroquimico de um sistema irreversivel,
evidencia a completa auséncia do pico reverso, ou um distanciamento apreciavel
entre os picos anddico e catodico, apesar de esse ndo ser o unico critério de analise
(BRETT; BRETT, 1996).

Reversiveis Irreversiveis Quase-reversiveis

1. AEp = Epa — Epc =|1. Auséncia de pico|1. Ip aumenta com o
59/n mV reverso aumento de v

2. |Ep—Epp| =59/nmV |2, |Ep — Epp| =48/an mV |2 |Ipa/lpc|=1se a = 0,5
3. [Ipa/lpc| = 1 3. Epc desloca ~30/an mV| 3 AEp = 58/n mV

4. Ep é independente de

por década de aumento

v de v e aumenta com v

12
5.1p oc v 2

4. Ipc «
4. Epc desloca
negativamente com o

aumento de v

Figura 13: Testes diagnosticos em VC para processos reversiveis, irreversiveis e
quase-reversiveis (BARD; FAULKNER, 1980).

1.4.2. Voltametria de Onda Quadrada

As técnicas de pulso sdo baseadas na cronoamperometria, ou seja, na
medida da corrente elétrica em fungao do tempo de aplicacdo de um determinado
pulso de potencial, conforme mostra a Figura 14. A analise da evolugcéo do sistema
depois desta perturbacdo permite fazer deducdes sobre reagdes eletrédicas e as
respectivas cinéticas reacionais (BRETT; BRETT, 1996).
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faradaica

capacitiva

T T

tempo de pulso

Figura 14: Variagao da corrente faradaica e corrente capacitiva com o tempo, em
técnicas de pulso (de SOUZA et al, 2003).

As caracteristicas da corrente estdo relacionadas tanto com a largura do
pulso quanto com o degrau de potencial que € aplicado no eletrodo para promover o
processo faradaico (BRETT; BRETT, 1996).

Barker e colaboradores, em meados dos anos 50 do século passado,
estudavam uma maneira de compensar a corrente capacitiva residual obtida nas
analises polarograficas. Para isto, pesquisou-se a perturbacdo no eletrodo de
trabalho, eletrodo gotejante de mercurio, através da aplicagdo de um potencial na
forma de onda simétrica com frequéncia de 225 Hz sobreposta a uma rampa de
potencial com variagao lenta. O sinal final era definido como sendo a diferenca das
correntes obtidas entre cada semiciclo. Esta técnica foi definida como polarografia
de onda quadrada (de SOUZA et al, 2003; ECCLES, 1991).

Apods quinze anos do surgimento da polarografia de onda quadrada, Ramaley
e Krause utilizaram eletrodos estacionarios para eliminar a influéncia dos ruidos
intensificados pelo uso do capilar de mercurio. Além disso, houve a substituicdo da
rampa linear de potencial por uma variagcdo na forma de escada. Dessa forma,
surgiu a voltametria de onda quadrada (VOQ) que utilizava uma variacédo de
potencial na forma de onda, aliada a uma rampa de potencial na forma de escada,
gerando um pico simétrico que podia ser utilizado com sucesso para determinagdes
eletroanaliticas (de SOUZA et al, 2003; NUWER et al, 1991).

Essa técnica voltamétrica de pulso € uma técnica rapida e sensivel, pode ser
usada para minimizar os efeitos indesejados da corrente capacitiva da dupla camada

na sensibilidade de uma analise usando corrente alternada. A analise dos seus
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parametros caracteristicos também possibilita a avaliacdo cinética e mecanistica do
processo eletrédico em estudo (de SOUZA et al, 2003).

A Figura 15 apresenta um detalhamento da forma de aplicagédo do potencial
na voltametria de onda quadrada, onde: 1) potencial na forma de onda quadrada; 2)
escada de potencial; 3) forma de aplicagcdo do potencial na voltametria de onda

quadrada; 4) forma de onda da corrente; 5) sinal da corrente e 6) corrente total.

‘*'Es:“__ﬁ, | 1T 4
&Eg :—ll_,_|—‘_lﬁ_l

LILJ_LJ_]_FU—U_I 2

3

T

E==E, p E=<E_
— L s
EP

' 6
E=>E, Eo E<<E,

Figura 15: Esquema basico para a voltametria de onda quadrada (de SOUZA et al,
2003).

De acordo com a teoria da voltametria de onda quadrada, a magnitude, o
perfil e a posicéo dos picos redox dependem do grau de reversibilidade e do valor do
coeficiente de transferéncia eletronica da espécie eletroativa, sendo que o carater da
reagcao redox pode causar um aumento ou diminuigdo significativa na resposta
obtida. Se nao ocorrer adsorgao da espécie eletroativa na superficie do eletrodo e se
o coeficiente de transferéncia de carga for considerado 0,5, entdo a intensidade da
corrente de pico para sistemas reversiveis €, no minimo, duas vezes maior que para
sistemas totalmente irreversiveis, o0 que mostra uma maior sensibilidade da

voltametria de onda quadrada para sistemas reversiveis (de SOUZA et al, 2003).
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A Figura 16 apresenta os voltamogramas tedricos associados a: 1) um
sistema reversivel e 2) um sistema irreversivel, com a separacdo observada das

correntes direta, inversa e resultante.

1 2
I resultante i resultante
e I
= &
o [=
= o} _
] i = dircta
w direta o
1]
IEYersa ! (Bversa
L L L L B
potencial potencial

Figura 16: Voltamogramas esquematicos de onda quadrada onde: 1) representa um
processo redox de sistema reversivel e 2) sistema irreversivel (de SOUZA et al, 2003).

1.4.3. Eletrolise

Eletrélises sdo também utilizadas para auxiliar nas definicbes mecanisticas.
Sao técnicas exaustivas que podem ser classificadas de acordo com o paradmetro
controlado (corrente ou potencial). O potencial aplicado ao eletrodo de trabalho pode
ser constante em relagdo ao eletrodo de referéncia, ou a corrente é que pode ser
mantida constante ao longo do processo. O sentido e a velocidade de uma
transferéncia eletronica entre uma fase solida - o eletrodo e a solugdo podem ser
controladas por meio de um potencial aplicado entre dois eletrodos. Na eletrdlise,
esses dois eletrodos, catodo e anodo, estdo em contato com um meio condutor
(solvente/eletrdlito de suporte) onde a reagao principal se processa no eletrodo
chamado de trabalho. Se essa se realizar no catodo (redug¢ado), ha necessidade de
um separador para prevenir que os produtos obtidos no anodo interfiram no
processo ou que o produto reacional seja re-oxidado (catodo e &anodo em
compartimentos separados, cela dividida). O mesmo acontece no caso de oxidagao,

com separagao entre os compartimentos, quando ha interferéncia do catodo.
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Existem processos em que esses produtos podem permanecer no meio sem a
presenca do separador (cela nao dividida).

Em eletrolises, determina-se a carga total envolvida no processo depois de
99% da substancia eletroativa ser consumida. Pode-se, assim, calcular através das
leis de Faraday, a quantidade de material eletrolisado ou o numero de elétrons
envolvido na reagdo (a quantidade de substrato eletrolisado € proporcional a
quantidade de eletricidade passada). As analises estruturais e da razdo entre os
produtos dao importantes subsidios para a determinagdao do mecanismo de reacao
(NIYAZYMBETOV; EVANS, 1993).
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I.5. Mecanismo eletrédico escolhido

A presenca de reacdes quimicas acopladas ao processo de transferéncia
eletrbnica, ou seja, a reatividade quimica do intermediario eletrogerado, pode
ocasionar mudancas no espectro eletroquimico, principalmente com relagdo ao
potencial e a corrente. Por exemplo, no mecanismo EC (transferéncia eletrdnica
seguida de reagdo quimica) (Figura 17) o produto da reagéo eletrddica, Red, reage
(por exemplo, com o solvente) para produzir espécies que nao sao eletroativas no
potencial onde ocorre a reducdo de Ox. Este tipo de sequéncia reacional ocorre
freqientemente, desde que a oxidagdo e redugao eletroquimica de substancia
produzem espécies reativas (BARD; FAULKNER, 1980). A reacdo de auto-

protonagao encontra-se entre os processos de reducao do tipo EC.

Ox + nee=—= Red

Red —— X
Figura 17: Equagao geral de um mecanismo EC.

1.5.1. Reagao de auto-protonacgao

A redugao eletroquimica de compostos organicos € geralmente associada
com a producao de espécies basicas. Varios tipos de bases e modos diferentes de
reagcdes com os acidos presentes no meio reacional podem ocorrer (BRILLAS et al,
1986; AMATORE et al, 1985).

O uso de solventes aproticos, como dimetilformamida (DMF), permite a
observacado de dois diferentes caminhos de hidrogenagcdo de acordo com a forga
relativa dos doadores de protons presentes no meio reacional e das espécies
basicas formadas pela reducao sucessiva da molécula de partida, isto €, 0 &nion e 0
dianion radical. Em meio cuidadosamente seco, as duas Ultimas espécies sao
estaveis numa escala de tempo rapida, obtendo-se duas ondas reversiveis
correspondendo a formagao sucessiva do anion radical e do dianion (Figura 18)
(BRILLAS et al, 1986).

AH + ¢ AH -

AH™ + ¢ AH?™
Figura 18: Formagao do énion radical e dianion estaveis em TE reversivel.
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Na presenca de pequenas quantidades de agua, o dianion é protonado

enquanto o anion radical menos basico nao o é (Figura 19).

AH? + DH ——> AH; + D

AH, + DH ——> AH; + D~
Figura 19: Protonacgao do didnion na presencga de pequenas quantidades de agua.

Isso é revelado pelo fato da segunda onda ter se tornado irreversivel,

enquanto a primeira onda permanece reversivel. A adicdo de um forte doador de
prétons, tal como o fenol, torna a primeira onda irreversivel revelando a protonacao
do anion radical. Essa discussao, implicitamente, assume que a molécula de partida
€ um acido de Lewis mais fraco do que os acidos presentes no meio (AMATORE et
al, 1985).
No caso em que o composto de partida atua como o acido mais forte do meio
reacional, ele neutraliza as bases produzidas pela reducdo de um elétron e modifica
a situacgao inicial. Nesse caso, ocorre a transferéncia de préton entre o anion radical
inicial e a molécula de partida, ou seja, a auto-protonacao (BRILLAS et al, 1986;
AMATORE et al, 1985).

A reacado de auto-protonacdo pode ser observada ndo sé para moléculas
organicas que apresentam grupos acidos relativamente fortes como —COOH, mas
também para aquelas com grupos doadores de proétons fracos, tais como acidos de
carbono (CH) (BRILLAS et al, 1986).

O mecanismo de auto-protonacdo embora muito complexo, € baseado em
deducdes simples. Considera-se, em particular, que os passos de transferéncia de
carga homogénea sempre envolvem o anion radical primario e que apenas o
substrato atua como doador de proton (BRILLAS et al, 1986).

No caso da redugdo de um nitroaromatico, a adigdo de agua ao DMF, cerca
de 0,5 mol/L, nado afeta substancialmente a primeira onda, enquanto que doadores
de protons mais fortes causam o aumento da mesma, alcangando eventualmente o
nivel de quatro elétrons (BRILLAS et al, 1986).

A utilizacdo de quantidades estequiométricas de uma base para promover a
abstracao do préton acido da molécula de partida, produzindo sua base conjugada,

é um dos métodos de confirmacdo de auto-protonagdo. E possivel observar,
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eventualmente, a diminuigcdo da primeira onda e um ligeiro aumento da segunda
onda gerada (BRILLAS et al, 1986).
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Il. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar o comportamento eletroquimico das
m-nitrofenil-1,4-diidropiridinas 1 e 2, da B-lapachona (3) e de seu diazo derivado 4,
utilizando as técnicas de voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e
eletrélise, tanto em meio prético (tampao fosfato pH 6,9) quanto em meio aprético
(DMF/TBAP 0,1 mol/L). A substéncia 3 foi utilizada como padrdo de comparagao
para a substancia 4, de maneira a verificar como a modificagdo no centro redox
quindnico alteraria suas propriedades eletroquimicas. O eletrodo gotejante de
mercurio e eletrodo carbono vitreo foram utilizados como eletrodos de trabalho para
as substancias 1 e 2; para 3 e 4, utilizou-se eletrodo de carbono Vvitreo.
Adicionalmente, essas substancias foram ensaiadas como antibacterianas, frente a
diferentes cepas. Apds confirmacdo da atividade bioldgica, verificar-se-a se
parametros eletroquimicos ou outras informacgdes derivadas desse estudo, poderiam

ser uteis na explicagao dessa atividade.

1 2
(o) N2
e O
(1t 9@
e) @)
3 4
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lll. EXPERIMENTAL

As nitrofenil-1,4-diidropiridinas 1  (5-ciano-2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-1,4-
diidropiridina-3-carboxilato etil éster) e 2 (5-ciano-2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-1,4-
diidropiridina-3-acido carboxilico) estudadas foram gentilmente cedidas pelo
professor Jochen Lehmann e Dra. Dorothea Diewald do Pharmazeutisches Institut
der Universitaet Bonn, An der Immenburg 4, D-53121 Bonn (Instituto de Farmacia da
Universidade de Bonn, Alemanha). Seus dados fisico-quimicos encontram-se
disponiveis (CHRISTIANS et al, 1999).

A B-lapachona, 3 (3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2-b]piran-5,6-diona), foi
sintetizada e cedida pelo grupo do Professor Antdnio Ventura do Nducleo de
Pesquisas de Produtos Naturais, da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Foi
comparada com amostra auténtica através de cromatografia em camada delgada em
silica-gel.

O diazo derivado da p-lapachona, 4 (6-diazo-2,2-dimetil-5-oxa-2,3,4,6-
tetraidro-2H-benzo[h]cromeno), foi sintetizado e cedido pelo professor Vitor
Francisco Ferreira do Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense,
Niterdi, Rio de Janeiro e seus dados fisico-quimicos, incluindo difracdo de raios-X

correspondem perfeitamente com a estrutura proposta (FERREIRA, 2004).

lI.1. INSTRUMENTOS E TECNICAS GERAIS

lll.1.1. Técnicas cromatograficas

Para a verificagdo do grau de pureza das substancias a serem estudadas
eletroquimicamente, utilizou-se a técnica de cromatografia em camada delgada
(cromatoplacas em suporte de aluminio, Merck), em trés diferentes eluentes.
As placas cromatograficas foram reveladas por irradiagdo no ultravioleta em dois

comprimentos de onda (254 e 366 nm).
lll.1.2. Instrumentos

Os pontos de fusdo das substéncias 1 (167 + 0,5 °C) e 2 (173 = 0,4 °C) foram
obtidos em aparelho MPAQF — 310, da Microquimica.
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Os espectros de infravermelho foram registrados em espectrofotometro
IFS66, utilizando pastilhas de KBr.

O estudo de voltametria ciclica das substancias foi realizado em potenciostato
— galvanostato modelo BAS 100B/W.

Para a técnica de voltametria de onda quadrada, utilizou-se um potenciostato-
galvanostato AUTOLAB PGSTAT20.

As coulometrias foram realizadas em potenciostato-galvanostato modelo PAR
273 A EG&G.

Na evaporacdo dos solventes utilizou-se o BUCHI Rotavapor R 114 com
banho BUCHI Waterbath B 480.

Utilizou-se para a revelagdo das cromatoplacas, a fonte dupla de luz
ultravioleta 254/366 nm da marca DESAGA Heidelberg.

lll.1.3. Reagentes, solventes e solugodes

Os reagentes utilizados apresentaram grau P. A. ou foram devidamente
tratados ou destilados.

As solugbes tampao utilizadas foram preparadas, utilizando-se agua padrao
Milli-Q°.

O solvente dimetilformamida é dificil de se obter em sua forma totalmente
anidra e a presenca de N-metilformamida como impureza pode agir como doador de
préton ou interferir no desenvolvimento das reacdes. Neste trabalho, o solvente foi
submetido a destilacdo sob pressao reduzida, apés tratamento com CuSO,4 anidro.

O sal organico utilizado nos experimentos foi o perclorato de tetrabutilaménio
(TBAP) preparado a partir do brometo de tetrabutilaménio e acido perclérico. O sal,
apos lavagem com agua gelada até pH neutro, recristalizado de acetato de etila e
livre de brometo (testes negativos em reagdo com solugado de AgNOs; e fluoresceina)
foi secado sob vacuo por 48 horas a 80° C. Esse sal foi escolhido por ser soltvel no

solvente utilizado e a solugao resultante ter condutividade adequada.
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lll.1.4. Técnicas Eletroquimicas

Em todos os experimentos eletroquimicos, para eliminar o oxigénio presente
no eletrélito de suporte, purgou-se nitrogénio por cerca de 10 minutos com fluxo
constante. Este nitrogénio foi passado anteriormente por uma coluna com peneira

molecular.

111.1.4.1. Voltametria Ciclica
Os estudos voltamétricos das substancias 1, 2, 3 e 4 foram realizados em

potenciostato e galvanostato modelo BAS 100B/W, tendo como eletrodos de
trabalho, carbono vitreo (BAS, didmetro = 3 mm) e eletrodo gotejante de mercurio,
para as nitrofenil-1,4-diidropiridinas (area = 1,1 mm2), espiral de platina como auxiliar
e referéncia Ag/AgCI,CI" (0,1 mol/L), esse ultimo inserido em um tubo com Luggin

com vycor na sua extremidade (Figura 20).

Eletrodo — Eletrodo de Referéncia
Auxili
urliar F_H"Eleirudu
L}d]e Trabalho

j
Figura 20: Célula eletroquimica usada nas técnicas voltamétricas.
Como eletrolito de suporte para meio aproético utilizou-se DMF e TBAP (0,1
mol/L) e concentragédo das substancias em analise de 2 mmol/L.
Ja para as analises em meio protico, utilizou-se tampao fosfato pH 6,9 com
25% de etanol absoluto (pH aparente). Para preparar o tampao, foram utilizadas
duas solugdes: Na,HPO,4 e NaH,PO4 com concentracdo de 0,2 mol/L, as mesmas

foram misturadas em propor¢des definidas (30,5 mL e 19,5 mL) e, em seguida, seu

volume completado para 100 mL.
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lll.1.4.2. Voltametria de Onda Quadrada

Realizou-se a técnica de voltametria de onda quadrada para os compostos 1,
2 e 4, em potenciostato e galvanostato AUTOLAB PGSTATZ20. Os eletrodos
utilizados foram carbono vitreo (didametro de 3 mm), Ag/AgCI,CI" (0,1 mol/L) e platina
como eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. Os experimentos
foram realizados em meio aprético, DMF e TBAP (0,1 mol/L), para 1 € 2 sendo
2mmol/L a concentragdo das substancias. Ja para 4, utilizou-se concentracéo de

5 x 10 mol/L em meio misto 6:4 tamp3o fosfato:alcool etilico (pH aparente de 7,15).

l11.1.4.3. Eletrdlise

Para realizar as coulometrias, utilizou-se como eletrodo auxiliar, uma espiral
de platina inserida em cela separada por vidro sinterizado. O eletrodo de trabalho foi
um feltro de carbono com dimensdes de 26x13x5 mm e como referéncia, utilizou-se
o Ag/AgCI /CI" (0,1 mol/L) (Figura 21).

Ailiar

Trabalho

I

Referéncia

MitrogEnio

Agitacdor
Magnstico

() mme== ()

aquecimernto agitacio

Figura 21: Célula de eletrélise com eletrodo de feltro de carbono.

Para a substancia 2 (40 mg, 0,00013 mol) utilizou-se meio reacional
constituido de tampao fosfato pH 6,9 (pH aparente) (0,20 mol/L de Na,HPO4 e 0,20
mol/L de NaH,POQ,) e etanol na proporgdo de 25% para que houvesse a completa
solubilizagdo da mesma. Logo apds, iniciou-se a pré-eletrlise em potencial

constante (potencial da primeira onda, -1,0 V) e apds obtencao de baixa corrente
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residual, adicionou-se a substancia eletroativa solubilizada em etanol a célula de
trabalho. A eletrélise foi encerrada quando a corrente final atingiu 10,4% da corrente
inicial, referente ao consumo de 3,89 mol elétrons/mol. O experimento foi
acompanhado por voltametria ciclica.

Apo6s finda a eletrolise, deu-se inicio a extracdo do produto. Retirou-se
rapidamente o compartimento andodico para evitar contaminacdo do produto
desejado. Em seguida, a solugédo foi transferida para um funil de separacdo e
utilizando trés porcdes de 15 mL de éter etilico extraiu-se o produto. A fase etérea
adicionou-se sulfato de sddio anidro, como agente dessecante, filtrou-se e evaporou-
se o solvente. A fase aquosa foi acidificada com acido cloridrico concentrado até o
pH situar-se entre 3—4. Em seguida, procedeu-se a extracdo com éter etilico,
conforme descrito acima. Foi obtido 16,86 mg de produto sélido amorfo de coloragéo
amarela bem claro.

As fragdes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
de silica, utilizando como eluente uma mistura de hexano/acetato de etila em
proporcoes 7:3 e 1:1.

A eletrélise da substancia 4 (80 mg, 0,3 mmol) foi realizada em meio aprético
(DMF e TBAP 0,1 mol/L), 25 mL, na mesma célula e com os eletrodos citados
anteriormente. A eletrélise no potencial da primeira onda (Eap = -1,100 V) foi
interrompida com 4% da corrente inicial ainda restante e consumiu 1 mol de
elétrons/mol. O processo de extragao seguiu o procedimento anteriormente descrito
para o composto 2. Obteve-se, além de pequena quantidade do composto de
partida, um produto de cor branca, sélido amorfo (5), com 70 % de rendimento.

2,2-Dimetil-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-5-ol (5). IV (filme) vmax (cm™): 3400
(O-H); MS m/z (%): 228,1 (M", 35,2), 172 (100), 173 (10,8), 115 (14,7)
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lll.2. Ensaio Biolégico

lll.2.1. Determinagao da atividade antimicrobiana

Para a determinagdao da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de
difusdo em meio sdlido, que se baseia na inibigdo do crescimento de microrganismo,
na superficie do meio de cultura inoculado, ao redor de um disco de papel de filtro
impregnado com a substancia (NCCLS, 2003). Este método indica se o
microrganismo € sensivel ou resistente a uma determinada substancia numa
concentragao conhecida (MOURA et al, 1992).

lll.2.1.1. Preparagao do meio de cultura

Para a padronizagdo dos indculos bacterianos, empregou-se o meio liquido
de Mueller-Hinton e, para a manutencao das culturas bacterianas e avaliacao da
atividade antimicrobiana, o meio sélido de mesma base. O meio foi preparado e

esterilizado em autoclave a 121° C, durante 15 minutos.

11.2.1.2. Preparagao dos inéculos bacterianos

A partir das culturas de bactérias mo meio sélido Mueller-Hinton, foram
efetuadas pré-culturas em meio liquido Mueller-Hinton e incubadas a temperatura de
37° C durante 24 horas.

Apods a incubacdo, as culturas foram diluidas em agua destilada estéril de
maneira a se obter um in6culo padronizado, através da turbidez, utilizando o tubo 1
da escala de Mac-Farland, o que corresponde a 10® unidades formadoras de
coldnias por mililitro (UFC/mL).

Em placas de Petri esterilizadas de 90 mm de didmetro e 25 mm de
profundidade, foram distribuidos 18 mL de meio sélido Mueller-Hinton. As mesmas
foram colocadas em superficie plana até completa solidificag&o.

Foram confeccionados discos de papel de filtro com peso equivalente a 30 mg
+ 4 mg/cm? e 6 mm de diametro, acondicionados em placas de Petri e, em seguida,
esterilizados. Em cada disco, a capacidade de saturacgdo foi de 20 uL de solugéao da
substancia. Os discos de papel de filtro foram saturados com solugdo das
substancias (20 ulL) e foram secados em estufa a 37°C durante 24 horas para

evaporacao do solvente.
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Os solventes utilizados para solubilizacdo das substancias foram: etanol (para
2 e 4) e acetona para 1. A concentracado final das substancias testadas foi
200 pg/uL.

Utilizou-se como controle uma solugdo de 20 pg/uL de ciprofloxacina de

amplo espectro.

11.2.1.3. Semeio e leitura

Suspensdes bacterianas padronizadas (1 da escala de Mac-Farland) foram
semeadas por esgotamento em toda a superficie da placa com “swabs” estéreis. Os
discos com as substancias foram depositados na superficie dos meios.

As placas com os discos foram incubadas a 37°C durante 24 horas
(COURVALIN et al, 1985; AGAR & GOLDSTEIN, 1996).

O aparecimento de halos em torno dos discos indica que as cepas sao
sensiveis ao material testado.

As leituras foram efetuadas apds incubacdo de 24 horas, utilizando-se uma
régua calibrada em milimetro para comparacéo do didmetro dos halos formados por
inibicdo das substancias. As substancias que apresentaram halo de inibicdo maior

que 10 mm, foram consideradas ativas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Nitrofenil-1,4-diidropiridinas
IV.1.1. Meio prético

O meio escolhido para o estudo eletroquimico em meio prético foi aquoso-
etandlico (25%) tamponado (tampao fosfato) por promover a total solubilidade dos
compostos em analise. O valor de pH 6,9 foi escolhido por ser proximo ao pH
fisioldgico.

Em eletrodo de Hg, as nitrofenil-1,4-diidropiridinas 1 e 2 apresentaram uma
onda catddica intensa, bem definida (Ic) [Figura 22 (a) e (c)], de natureza irreversivel
(auséncia de onda anddica correspondente, Epc varia com a velocidade de
varredura) (Figura 23), em valores de potencial proximos (Epc(1) = -0,753 V e
Epc(2) = -0,786 V a 0,100 V/s) (Tabelas 1 e 2), com AEp = 33 mV. Uma onda
anodica (la), em potenciais pouco negativos foi também observada [(Epa (1) =
-0,152 V e Epa(2) =-0,155 V)] em v= 0,100 V/s.

Em varreduras sucessivas, um novo pico de reducao (llc) foi observado. Essa
nova onda de reducgao llc deve-se a redugédo do grupo nitroso (reversivel) gerado
apo6s a oxidacao do grupo hidroxilaminico (Figura 2, pag. 7) [area circulada em (b) e
(d) na Figura 22] (BOLLO et al, 2003; HARZARD et al, 1991). A auséncia do sistema
la/llc indica, de modo geral, a instabilidade da hidroxilamina gerada (HARZARD et al,
1991).
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Figura 22: Voltamogramas ciclicos da reducao de 1 e 2 em meio prético, pH 6,9.
Eletrodo de Hg. v= 0,100 V/s. c =2 mmol/L.
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A analise do grafico da corrente do pico Ic vs a raiz quadrada da velocidade
de varredura (v1’2) para 1 e 2, demonstrou que a mesma é controlada por difusao até
1 V/s, apresentando contribuicdo cinética em altas velocidades de varredura (Figura
24).

(@) (b)

1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 ]
0,0 0,2 04 06 08 1,0 0,0 0.2 04 06 08 1.0 1.2

Figura 24: Grafico de Ipc em fungido de v'? para 1 e 2 em meio aquoso,

respectivamente.

As feicbes ciclovoltamétricas para as nitrofenil-1,4-diidropiridinas (compostos
1 e 2) estudadas foram indicativas de processo de redugdo de nitrocompostos
aromaticos (BOLLO et al, 2003; HARZARD et al, 1991), sendo a primeira onda (Ic)
referente a redugao do grupo nitro presente na molécula em uma etapa de 4 elétrons
e 4 protons, levando a formacado de derivado hidroxilaminico, que sofre oxidacao
(onda la) em potenciais pouco negativos (BOLLO et al, 2003; HARZARD et al, 1991,
LUND; BAIZER, 1990) (Figura 25).

RNO, + 4e” 4+ 4H" '°» RNHOH + H,0

la
R-NHOH ?c R-NO + 2e” + 2H"

Figura 25: Redugédo do grupo nitro em meio prético.
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IV.1.1.1 Eletrdlise

O composto 2 foi escolhido para estudos aprofundados, na perspectiva de
definicdo de mecanismo eletrodico de redugdo em meio aquoso. Esse composto foi,
entdo, eletrolisado em potencial controlado (Eap = —1,0 V) até a corrente residual
atingir aproximadamente 10,4% da corrente inicial. A eletrdlise indicou para a
nitrofenil-1,4-diidropiridina escolhida, o consumo de 3,89 mol elétron/mol,
confirmando a informagédo anterior (pag 35). Apos elaboracdo, verificou-se, nas
cromatoplacas de silica-gel, a presenca de dois produtos de redugéo.

A completa analise da mistura reacional (CG/EM, RMN 'H) est4 ainda sob
investigacdo, mas uma analise preliminar dos espectros no Infravermelho indicou o
completo desaparecimento dos sinais referentes ao grupo nitro (1350 e 1530 cm™,
estiramentos simétrico e assimétrico da ligagcdo NO do grupo C-NOy), e a presencga
de sinais adicionais relativos a grupos NH (3300 cm™, v N-H) e O-H (1130cm™)
(WILLIAMS; FLEMING, 1989) (Figura 26) referentes a hidroxilamina ou outros
produtos (hidroxilaminas podem reagir com derivados nitrosos formando
azoxiderivados, sofrem rearranjos que levam a aminas ou ainda geram outros

derivados) (Figura 4).
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Experimentos de voltametria ciclica antes e apds a eletrélise também
indicaram o desaparecimento do grupo nitro apds a reducéao de 3,89 elétrons (Figura
27).

80

40t

—_—2
— — -2 apo6s consumo de 3,89 mol elétron/mol

Corrente (uA)

-120 1 1 1 1 1 1 1 )
-16 -12 -08 -04 0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

E /V vs Ag/AgCI,CI (0,1 mol.dm™)

Figura 27: Voltamograma ciclico de 2 antes e apds eletrélise. Eletrodo: carbono vitreo.
meio aquoso tampao fosfato com 25% de etanol (pH aparente = 6,9). ¢ = 3,34mmol/L.
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Tabela 1 — Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da
velocidade de varredura para a substdncia 1 na concentracdo de
2mmol/L. Eletrélito de suporte tampéo fosfato pH 6,9 (pH aparente).

Eletrodo de trabalho: carbono vitreo.

v (V/s) V2 Epc (V) Ipc (nA) Epz (V)  Epc-Epp (mV)
0,020 0,14142 -0,729 4,905 -0,690 39
0,035 0,18708 -0,727 6,160 -0,696 33
0,050 0,22361 -0,741 6,285 -0,702 39
0,075 0,22361 -0,746 7,987 -0,714 32
0,100 0,31623 -0,753 10,631 -0,714 39
0,200 0,44721 -0,754 13,775 -00,723 31
0,300 0,54772 -0,764 17,781 -0,732 32
0,400 0,63246 -0,773 20,302 -0,734 39
0,500 0,70711 -0,776 23,513 -0,741 35
0,750 0,86603 -0,780 33,655 -0,748 32
1,000 1,00000 -0,792 39,178 -0,760 32
2,000 1,41421 -0,811 60,850 -0,766 45
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Tabela 2 — Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da
velocidade de varredura para a substdncia 2 na concentragcdo de
2mmol/L. Eletrélito de suporte tampéo fosfato pH 6,9 (pH aparente).

Eletrodo de trabalho: carbono vitreo.

v (V/s) V2 Epc (V) Ipc (nA) Epz (V)  Epc-Epp (mV)
0,020 0,14142 -0,746 2,528 -0,683 63
0,035 0,18708 -0,752 3,359 -0,681 71
0,050 0,22361 -0,763 3,987 -0,696 67
0,075 0,22361 -0,760 4,801 -0,703 57
0,100 0,31623 -0,786 5,610 -0,721 65
0,200 0,44721 -0,779 7,658 -0,715 64
0,350 0,54772 -0,807 9,830 -0,734 73
0,500 0,70711 -0,810 11,533 -0,736 74
0,750 0,86603 -0,825 13,418 -0,754 71
1,000 1,00000 -0,841 14,519 -0,759 82
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IV.1. 2. Meio aproético

IV.1. 2.1. Voltametria ciclica
IV.1.2.1.1. Substancia 1

A Figura 28 mostra os voltamogramas ciclicos em eletrodo de carbono vitreo
relativos a redugao da substéncia 1 em varias velocidades de varredura. Em todas
as velocidades, verificou-se a presenca de duas ondas catédicas bem definidas
denominadas Ic e lic (Epclc = -1,180 V e Epcllc = -2,242 V, a 0,100 V/s), e um
ombro situado entre as duas ondas. Foram também observadas duas ondas de
oxidagao (la e lla), bem proximas, em potenciais de —-1,193 V e -0,979 V. A
aplicacao de potencial de inversdo em valores préximos ao da onda Ic, evidencia a
presenca de um pico de oxidagao adicional, intermediario entre la e lla. Esse pico
denominado la’ é relativo a oxidagdo do produto de redugdo gerado em Ic e o
sistema Ic/la’ apresenta caracteristicas de um sistema quase-reversivel (Epc
independe de v, Eplc-Eplc/2 = 66 mV, Eplc-Epla = 90 mV, Ipa/lpc = 1,028 para v =
V1/2

0,1 V/s) e sua corrente de pico € controlada por difuséo (Iplc a
até 1 V/s (Figura 29, tabela 3).

) para velocidades

100 v =0,020 V/s
v=0,100V/s |5 l@ Il llla
50 v=1,00V/s 5

-50

-100

-150

-200

Corrente normalizada/ pA/ (V/s)“2

llc H
_250 1 1 1 1 1 1 ]
-2,8 -2,4 -2,0 -1,6 -1,2 -0,8 -0,4 0,0

E /V vs Ag/AgCl, CI" (0.1 mol/L)

Figura 28: Voltamograma ciclico de 1 em DMF e TBAP (0,1 mol/L) para varios valores
de v. Eletrodo: carbono vitreo. ¢ =2 mmol/L.
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Figura 29: Graficos do potencial de pico de Ic versus log v e da corrente em funcao de
12
v'“ para 1.

A segunda onda de reducao llc apresenta valor de corrente maior do que Ic e
sofre deslocamentos para potenciais mais negativos com o aumento de v,
caracteristico de irreversibilidade. A comparacao Iplic/lplc, a v = 0,100 V/s, nao
apresenta valor igual a 3, tipico para a formagdo da hidroxilamina ou anion
hidroxilaminico (Figura 2 pag. 7). Isso se deve provavelmente a formacao de
intermediarios gerados a partir da reagao do dianion instavel impedindo a redugao
completa do grupo nitro (Figura 28) (BAUMANE et al, 1992).

Em eletrodo de Hg, observou-se a presenca de duas ondas de redugio de
maior intensidade, praticamente na mesma faixa de potencial do observado em
carbono vitreo, com evidéncia de uma onda adicional, alargada, intermediaria. Picos
melhor definidos foram observados na regido anddica (Figura 30).

Corte de potencial efetuado apds a onda Ic, mostra a presenca de um pico de
oxidacao adicional, em comportamento bem proximo ao anteriormente descrito em

carbono vitreo.
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Figura 30: Voltamograma ciclico de 1 em DMF e TBAP (0,1 mol/L). Eletrodo de
mercurio. ¢ =2 mmol/L. v=0,100 V/s.

Este comportamento de reducdo é representativo da redugdo de
nitrocompostos aromaticos em meio aprético, ou seja, formagdo do anion-radical
apos redugao de 1 elétron e posterior reducédo de 3 elétrons seguido de protonagéo

levando a geracao do derivado hidroxilaminico (Figura 31).

RNO, + e =—= RNO;

R-NO,” + 4H*+ 30 —— R-NHOH + H,0
Figura 31: Mecanismo de reduc¢ao de nitrocompostos aromaticos em meio aprético.

Em relagcdo a oxidacdo do composto 1 em meio aprético (DMF/TBAP),
observou-se a presenga de um unico pico de oxidagao (IVa), irreversivel, em
potencial +1,190 V em 0,100 V/s.

Este pico é referente a oxidacdo do anel diidropiridinico a piridina
correspondente envolvendo dois elétrons e dois prétons (Figuras 32 e 33) (LOPEZ-
ALARCON et al, 2003; KLIMA et al, 1984).
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v=0,100 V/s

Corrente  (uA)

-5 N 1 N 1 N 1 N |
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

E/ V vs Ag/AgCI,CI (0.1 mol/L)

Figura 32: Voltamograma ciclico de 1 em DMF e TBAP (0,1 mol/L). Eletrodo de carbono
vitreo. ¢ =2 mmol/L. Varredura anédica.
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H H
N COOCHs ——» |NC COOCH;| + ¢
N N
H W i
B NO, 1% NO,
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NC COOC;H;
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N
| \
H H
NO, NO,
N A COOCZH5 N COOCZHs + e-
—_—
y i
H H
NO, NO,
NC COOC2H5 —_—> N COOC;,H;5 + H+
N N
H
Figura 33: Esquema da oxidagao do anel diidropiridinico a piridina (LOPEZ-ALARCON,
2003).
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Tabela 3 — Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da
velocidade de varredura para a substdncia 1 na concentracdo de
2mmol/L. Eletrdlito de suporte TBAP e DMF (0,1 mol/L) e carbono vitreo

como eletrodo de trabalho.

v(V/s) V2 Epc (V) Ipc(uA)  Epz (V) Epc-Epp (V)  Ipallpc

0,020 0,14142 -1,165 13,49 -1,1010 0,064 0,927
0,035 0,18708 -1,167 17,95 -1,0995 0,068 0,974
0,050 0,22361 -1,167 22,50 -1,0965 0,071 0,978
0,075 0,22361 -1,169 27,45 -1,0992 0,070 0,996
0,100 0,31623 -1,180 33,19 -1,1137 0,066 1,028
0,200 0,44721 -1,179 43,28 -1,1062 0,073 1,030
0,300 0,54772 -1,184 51,65 -1,1065 0,078 1,085
0,400 0,63246 -1,171 59,31 -1,1110 0,080 1,090
0,500 0,70711 -1,194 69,93 -1,112 0,082 1,119
0,750 0,86603  -1,203 81,05 -1,1170 0,086 1,126
1,000 1,00000 -1,203 89,39 -1,1176 0,086 1,176
2,000 1,41421 -1,224 118,20 -1,1303 0,094 1,089
5,000 2,23607 -1,269 162,50 -1,1570 0,112 1,152
10,000 3,16228  -1,308 185,70 -1,1625 0,146 1,175
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IV.1.2.1.2. Substancia 2

A Figura 34 mostra o voltamograma ciclico de redugcédo da substéncia 2 em
varias velocidades de varredura (0,020, 0,100 e 1,00 V/s). Verifica-se que a primeira
onda, Ic, situada em potencial de —1,156 V, é de natureza irreversivel, seguida de
uma onda reversivel em —1,260 V. A terceira onda lllc, mal-definida, situa-se em
potencial de —2,375 V. Em relag&do a regido anddica, foram observadas trés ondas
em potenciais de -1,278 V, -0,957 € -0,302 V. em v= 0,100 V/s.

v =0,020 V/s
v =0,100 V/s g o Illa

50 v =1,000 V/s

-150

-250

-350

Corrente normalizada / pA / (V/s)”2

-450 ] 1 1 1 ] )
30 25 2.0 A5 1,0 0,5 0,0

E /V vs Ag/AgCl, CI' (0.1 mol/L)

Figura 34: Voltamogramas ciclicos de 2 em DMF e TBAP (0,1 mol/L) para varios
valores de v. Eletrodo de carbono vitreo. ¢ =2 mmol/L.
O composto 2 apresentou a primeira onda sem contrapartida anddica (lc =
-1,182 V), Ipc é controlada por difusdo e Epc depende da velocidade de varredura
(Figura 35), o que sugere a ocorréncia de mecanismo do tipo EC [transferéncia

eletrénica (TE) acompanhada de reag&o quimical.
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Figura 35: Graficos do potencial de Ipc vs. log ve da corrente em fungao de para 2.

Em relagdo ao Ep de reducdo do composto 2, observa-se que sua primeira
onda reduz-se mais facilmente, cerca de 24 mV, quando comparada ao composto 1
(Figura 36).

30
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Corrente (uA)

-90
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-150 1 1 1 1 1 ]
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0

E/V vs Ag/AgCI (0,1 mol/L)

Figura 36: Voltamogramas ciclicos de 1 e 2 em DMF e TBAP (0,1 mol/L). Eletrodo de
carbono vitreo. c =2 mmol/L. v= 0,100 V/s.

Em vista da presencga, na estrutura do composto 2, de um grupamento acido,

a etapa quimica, C, pode estar associada a uma reacdo de auto-protonacgao

(abstracdo de H' pelo anion-radical gerado apés TE) que ndo é observada no
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composto 1 (Figura 37), um mecanismo amplamente difundido em reducgdes
eletroquimicas em meio aprético (BRILLAS et al, 1986; AMATORE et al, 1985).

H-R-NO, + € — >  H-R-NO;
H-R-NO,~ + H-R-NO, H-R-NO,H + R-NO;

H-R-NO,H' + H'_,. H-R-NO,H#
H-R-NO,H;¥ +e ___, H-R-NOH),—-.  H-R-NO +H,0
H-R-NO + 2¢" + 2H'——  H-R-NHOH

H-RNO,H* + H-RNO; —— H-R-NO,H + H-R-NO,

Figura 37: Esquema do provavel mecanismo de auto-protonag¢ao para o composto 2.
Mecanismo adaptado de BRILLAS et al, 1986.

Sao varios os testes diagnoésticos para o mecanismo de auto-protonagao
(BRILLAS et al, 1986; AMATORE et al, 1985), entre eles, a abstragdo do proton
acido pela adicdo de base ao meio. De fato, quando se adicionou excesso de NaOH,
observou-se o desaparecimento da onda lIc, confirmando o processo de auto-
protonacao. A onda lIic esta relacionada a um processo de transferéncia eletrénica

reversivel referente a base conjugada do composto 2 (Figuras 38 e 39).

—2
2 apos adigao de NaOH

50

a
o

Corrente / pA

-100

=y

-150 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " ]
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0

E/ V vs Ag/AgCl, CI' (0.1 mol/L)

Figura 38: Voltamogramas ciclicos de 2 em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol/L) antes
e apo6s adigcao de excesso de NaOH. ¢ =2 mmol/L. v = 0,100 V/s. Eletrodo: carbono
vitreo.
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N N
H H

Figura 39: Reacgao da abstracao do préton acido pela base (NaOH).
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Tabela 4 — Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da
velocidade de varredura para a substdncia 2 na concentracdo de
2 mmol/L. Eletrdlito de suporte TBAP e DMF (0,1 mol/L) e carbono vitreo

como eletrodo de trabalho.

v(Vis) Y2 Eplc (V) Iplc (uA)  EplI2 (V)
0,020 0,14142 -1,118 11,70 -1,245
0,035 0,18708 -1,134 16,87 -1,250
0,050 0,22361 -1,149 19,46 -1,254
0,075 0,22361 -1,153 24,90 -1,258
0,100 0,31623 -1,156 26,36 -1,261
0,200 0,44721 1,171 39,29 -1,272
0,300 0,54772 -1,182 48,37 -1,280
0,400 0,63246 -1,290
0,500 0,70711 -1,292
0,750 0,86603 -1,311
1,000 1,00000 -1,320
2,000 1,41421 -1,354
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IV.1.2.2. Voltametria de onda quadrada

Os resultados obtidos por essa técnica foram semelhantes aos da voltametria
ciclica. O composto 1 apresentou onda Ic de natureza quase-reversivel, conforme
evidenciado pela simetria dos picos direto e reverso, para varios valores de
frequéncia. O grafico da relacao Ipallpc apresenta-se constante até a frequéncia de
125 Hz reforcando a afirmacgao anterior para um processo quase-reversivel, como
observado na analise dos parametros obtidos na voltametria ciclica.

Para o composto 2, o pico reverso apresentou-se de menor intensidade que o
pico direto, a feicdo do voltamograma indica irreversibilidade do sistema, sugerindo a

presenca de reagdo quimica apods transferéncia eletrénica (Figura 40).

100

o rever
20 L eversa

50 100 750 200 250
Frequéncia / Hz

direta

Corrente (uA)

T

-140

resultante

N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N )
3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0

E/V vs Ag|AgCI,Cl (0,1 mol/L)
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Figura 40: Voltamogramas de VOQ para 1 e 2 em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol/L)
em freqiiéncia de 50 Hz. Eletrodo: carbono vitreo. c =2 mmol/L.
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IV.2. B-lapachona e diazo derivado

IV.2.1. Meio prético

Os voltamogramas ciclicos da B-lapachona em meio prético ja foram
anteriormente publicados (de ABREU et al, 2002b) e sao representados por
sistemas reversiveis, Epc = -0,300 V (Epc independente de v, Ipa/lpc = 1),
difusionais (Ipc vs. v linear), bem definidos, dependentes do pH do meio, com
mecanismo eletrodico envolvendo 2e/2H", tipico de quinonas. A Figura 41 ilustra

esse comportamento e € aqui colocada para fins de comparacéo.

S5 uA

| | | |

-0,6 -0,4 -0,2 0,0
E/V vs. ESC

Figura 41: VC da B-lapachona, tampao fosfato pH 7,0 com 20 % de etanol.
v=10,100 V/s. Eletrodo de carbono vitreo, c = 8,3 x 10° mol/L (de ABREU, 2001).

O voltamograma ciclico do diazo derivado da B-lapachona (4) em meio
prético, tampao fosfato pH 6,9 (pH aparente), apresentou uma onda catddica, de
natureza irreversivel, em potencial de -0,419 V com Epc variando com log v (Figura
42) (Tabela 5). A analise em fungéo da velocidade de varredura demonstrou que a

112
14

corrente de pico é controlada por difusdo (Iplc o ) (Figura 43). Uma onda na

regido anddica em potencial de -0,259 V a 0,100 V/s também foi observada.
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Figura 42: Voltamogramas ciclicos da reducédo de 4 em meio misto 7:3 tampéao
fosfato:etanol, pH 6,9 (pH aparente), em varias velocidades. Eletrodo: carbono vitreo.
¢ =1,4 mmol/L.
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Figura 43: Graficos de Epc vs. log ve da corrente em funcao de para 4.
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IV.2.1. Voltametria de onda quadrada

Os experimentos de voltametria de onda quadrada para 4 mostraram uma
onda de redugao em —0,389 V e uma onda de oxidagdo, de menor intensidade, em
—0,359 V (Figura 44).

resultante
direta
25 reversa
Freq=125Hz
0
@ 25}
C
o
—
o]
(@)
50
-75 1 1 1 1 )
-1,5 -1,2 -0,9 -0,6 -0,3 0,0

E/V vs Ag/AgCI,CI" (0,1 mol/L)

Figura 44: Voltamograma de VOQ para 4 em meio misto 6:4 (tampao fosfato:etanol) pH
aparente 7,15. Freqiiéncia de 125 Hz. Eletrodo: carbono vitreo. c = 5 x 10 mol/L.
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Tabela 5- Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da

velocidade de varredura para a substéncia 4 na concentragdo de 1,4

mmol/L. Eletrdlito de suporte: tampao fosfato pH 6,9 e 30% de etanol (pH

aparente). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo.

v(Vis) v Epc (V) Ipc (uA)
0,020 0,14142  -0,397 4,02
0,035 0,18708  -0,407 517
0,050 0,22361 -0,414 6,18
0,075 0,22361 -0,421 7,63
0,100 0,31623  -0,419 8,68
0,200 0,44721 -0,444 11,55
0,300 054772  -0,456 14,43
0,500 0,63246  -0,476 18,82
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IV.2.2. Meio aprético

A substancia 3 mostrou comportamento de reducio tipico de o-quinonas,
representado por duas ondas monoeletronicas, com uma onda de natureza
reversivel e outra quase-reversivel em 0,100 V/s (Eplc = -0,737 V; Epla = -0,640 V;,
Epllc = 1,469 V; Eplla = -1,300 V). A corrente de pico da onda Ic mostrou-se ser
controlada por difusao (Figuras 45 e 46) (Tabela 6).

80 - —— 0,020 V/s lla

& ——0,100 V/s ‘
@ —— 0,500 V/s
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o
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-100 L '

-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0
E / V vs Ag|AgCI,CI (0,1 mol/L)

Figura 45: Voltamograma de 3 em DMF e TBAP (0,1 mol/L) para varios valores de v.
Eletrodo: carbono Vitreo. c =2 mmol/L.
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Figura 46: Graficos de Eplc vs log ve da corrente em fungio de ',
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O mecanismo de reducdo proposto para a p-lapachona é a reducgao
monoeletronica reversivel formando a semiquinona, e posterior reducdo da
semiquinona gerando o dianion, ambos estaveis, na condigdo empregada (Figura
47).

~

0 0
0] o-
+ €
O 0
0O 0O
0~ O-
+ €
0 o]
Figura 47: Mecanismo de reducao de 3 em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol/L).
Eletrodo: carbono vitreo. ¢ =2 mmol/L.

Apesar de a redugao de quinonas em solventes n&o aquosos ter sido indicada
como excelente exemplo de reducdo em duas etapas reversiveis para a formacao do
anion-radical e posterior geragao do dianion, observam-se algumas complicacdes: a
corrente do segundo pico de redugao apresenta-se diminuida em relagcéo a primeira
onda de redugdo. Estudos acerca dessas alteracbes foram realizados por
LEHMANN e EVANS (2001).

Ja o composto 4 em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol/L), nos experimentos
de voltametria ciclica, apresentou uma onda principal de redugao (Eplc= -1,038 V)
referente a redugcao do grupo diazoquindnico presente na molécula (Figura 48). A
analise em funcdo da velocidade de varredura demonstrou que a corrente de pico é
controlada por difusdo (Iplc o v'?) e o grafico Eplc versus log v com inclinagdo
(dEplc/d log v) igual a 28 mV/decada de variagao de v (Figura 49) aponta para um
mecanismo do tipo EC. Uma onda anddica irreversivel em potencial menos negativo
(Epla = -0,082 V) foi também observada.
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Figura 48: Voltamograma de 4 em DMF e TBAP (0,1 mol/L) para varios valores de v.
Eletrodo: carbono vitreo. c =2 mmol/L.
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Figura 49: grafico de Iplc versus e Epc versus log vpara 4.
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A eletrdlise em potencial controlado (Eplc = -1,100V) demonstrou o consumo
de 1 mol elétron/mol. A mistura reacional foi submetida a analise por CG/EM e o
espectro de massas demonstrou a presenca do derivado fendlico 5 (Figura 50, EM
m/z (%): 172 (100), 173 (10,8), 115 (14,7) M+: 228.1).

Scan # 1607 BG Scan#:( 1628-1672 )
Mass Peak #: 25 Ret Time: 16.383 BG Time:( 16552 - 16 918)
Base Peak :17210( 23400)

63 70 89 = 185 199

50 100 150 200

Figura 50: EM do produto da redugdo da substéncia 4, com geracgao de 5.

(0

A Figura 51 mostra o voltamograma ciclico antes e apdés a eletrdlise,
demonstrando a completa redugao do grupo diazoquinénico, com perda de Na.

A combinacdo dos resultados e a comparacdo com dados da literatura
(GALEN; HAWLEY, 1987) permite definir o mecanismo de redugdo como um
processo EC, onde a reagao quimica é a perda unimolecular do N,. O anion radical
eletrogerado do diazo composto (4a) sofre decomposicéo, que leva ao anion radical
intermediario carbeno (4b), que abstrai hidrogénio do solvente ou do eletrolito de
suporte, dando o anion radical (4c), que sofre posterior protonagao para produzir o
derivado fendlico como o principal produto de redugao (5) (Figura 52) (GALEN;
HAWLEY, 1987; BETHELL; PARKER, 1986).
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Figura 51: Voltamograma ciclico em meio aprético de 4 antes e apos a eletrédlise.
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Figura 52: Esquema do provavel mecanismo de reduc¢ao para 4, gerando o
intermediario anion radical carbeno 4b (GALEN; HAWLEY, 1987; BETHELL; PARKER,
1986).
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A partir destes dados, pode-se, ainda, observar que o sistema o-quindnico se
reduz mais facilmente que o diazoquindnico (AEpc = 300 mV). Isto esta relacionado
ao maior carater eletrofilico em carbonilas vicinais. Os anions radicais resultantes de
3 e 4 foram estabilizados diferentemente. A B-lapachona e derivados que mantém a
fung&o redox inalterada podem se comportar como cicladores redox (Figura 6, pag.
10), o que n&o é esperado que acontega com diazo-quinonas, nas quais, o anion-
radical sofre destino completamente diferente, pela possibilidade de liberagao de N,
molécula altamente estavel. Espera-se que a atividade biolégica seja diversificada e
gue a mesma possa estar relacionada a geracado de carbeno apds reducao (Figura

53), conforme verificado com analogos 15 e 16, produtos naturais antimicrobianos.

— B-Lapachona (X = O)

30 - Diazo g-lapachona (X = N,)
10
<
3.
2 10} 1
5 o
o)
5 9@
0l 0,737 V
1,037 V ©
50 ' | | |

30 25 -20 15 -10 -0 0,0 0,5
E /V vs Ag|AgCI,CI' (0,1 mol/L)

Figura 53: Voltamogramas ciclicos de 3 e 4, em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol/L).
Eletrodo: carbono vitreo. v = 0,100 V/s. ¢ = 2 mmol/L.
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Tabela 6- Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da
velocidade de varredura para a substadncia 3 na concentragcdo de 2
mmol/L. Eletrdlito de suporte: DMF/TBAP (0,1 mol/L). Eletrodo de

trabalho: carbono vitreo.

v(Vis) v Epc (V) Ipc (uA)
0,020 0,14142  -0,727 13,03
0,035 0,18708  -0,732 15,85
0,050 0,22361 -0,736 19,72
0,075 0,22361 -0,739 22,19
0,100 031623  -0,752 29,91
0,350 0,59161 -0,76 35,44
0,400 063246  -0,762 40,53
0,500 0,70711 -0,765 46,05
1 1 -0,771 55,68
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Tabela 7- Parametros eletroquimicos obtidos pelo estudo da influéncia da
velocidade de varredura para a substancia 4 na concentragcdo de
2 mmol/L. Eletrélito de suporte: DMF/TBAP (0,1 mol/L). Eletrodo de

trabalho: carbono vitreo.

v (V/s) 2 Epc (V) Ipc (nA)
0,02 0,1414 1,01 14,2
0,035 0,187 1,016 18,66
0,05 0,2236 1,024 21,94
0,075 0,2738 1,027 26,78
0,1 0,3162 1,038 30,19
0,2 0,4472 1,054 42,34
0,35 0,5916 1,073 54,89
0,4 0,6324 1,076 57,96
0,5 0,7071 1,089 64,25
0,75 0,866 74,03
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Os nitrocompostos aromaticos e os diazoderivados apresentam atividades
bioldgicas e despertam interesse quimico e eletroquimico, conforme descrito (pag.1
e 10). Em vista da comprovacdao da eletrogeracdo de intermediarios carbénicos
reativos, que podem, eventualmente, alquilar DNA ou outros endobidticos, optou-se
por realizar alguns bioensaios, para conhecer o perfil de agado biolégica do composto
4. Devido as atividades antibacterianas registradas para diazoquinonas (Pag. 14),

bioensaios com bactérias Gram positivas e Gram negativas foram realizados.

IV.3. Testes bacteriolégico in vitro

Das substancias analisadas (1, 2 e 4) nos microrganismos testados
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus), todos os compostos inativos em relagéo

aos microrganismos escolhidos.

controle

controle
4

E. coli 10 E. coli 08

Figura 54: Resultados dos testes de difusdao em discos frente a E. coli e S. aureus.
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V. CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados eletroquimicos obtidos para as nitrofenil-1,4-
diidropiridinas estudadas podemos concluir que a redugao do grupo nitrofenil-1,4-
diidropiridina apresenta um comportamento de reducdo padrdo de nitroaromaticos
em meio aquoso, gerando provavelmente hidroxilaminas, com diferente grau de
estabilidade baseado no sistema de oxidagao reversivel da hidroxilamina, ou seja,
2>1 para la/llc.

Em meio aprotico, entretanto, observou-se, através da voltametria ciclica, um
mecanismo mais complexo, com a formacdo de varios intermediarios reativos.
Mecanismo de auto-protonacgéo foi observado no derivado contendo um grupamento
acido em sua estrutura.

Com relagao a diazoquinona 4, podemos concluir que o grupo diazo influencia
fortemente o comportamento eletroquimico. Diferentemente da p—lapachona,
apresentou comportamento de redugao irreversivel, levando a geragdo de anion
radical carbeno intermediario mostrando o papel do diazo no mecanismo de reacao
de TE. Os resultados eletroquimicos obtidos no presente trabalho, a partir do estudo
dessa classe de compostos, representada por 4, abrem novas e importantes
perspectivas de atividade biolégica para diazoquinonas. O mecanismo de agao
biolégico pode estar ligado a biorreducdo, ja que ha evidéncias de que, apds
reducao, ocorre perda de N, com geragcdo de intermediarios reativos (derivados
carbénicos) que podem alquilar DNA ou outros endobidticos, e novos anions

potencialmente ativos.
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VI. PERSPECTIVAS

1 — Calcular a concentragao inibitéria minima (CIM) do diazo derivado em relagao as

bactérias ja testadas e realizar testes com outros microrganismos.

2 — Experimentos usando biossensores de DNA para verificar a possivel interagao
do DNA com o diazoderivado da B-lapachona com ou sem reducgao preliminar, de

modo a obter informagdes uteis em relacdo ao mecanismo de acgao bioldgico.

3 — Ensaios biolégicos dos compostos em estudo frente a Artemia salina e para

possivel correlacdo com parametros eletroquimicos.

4 — Estudar novas diazoquinonas.
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